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論 文 内 容 の 要 旨 
 
はじめに 
日本では古来より魚や貝類などは食生活に浸透しており，タンパク質やビタミン (D, E, 
B12)，必須ミネラルなどの栄養素も豊富であることから重要な栄養源の 1 つになっている。
しかし，本来は無毒である魚介類でも毒を保有 (毒化)している場合がある。毒化したもの
は適切なモニタリングにより市場に流通しないように配慮されているが，そのまま流通され
人が食べることで中毒を引き起こすことがある。代表的なものに，二枚貝による食中毒で下
痢性貝毒 (オカダ酸)や麻痺性貝毒 (サキシトキシン)，シガテラ主要原因毒シガトキシン 
(CTX)などが上げられる。これら毒は微細藻類の一種渦鞭毛藻などが生産者で，食物連鎖を
介して魚類や貝類，甲殻類などへ移行することが知られている。今回着目したパリトキシン 
(PLTX: C129H223N3O54)は，1971 年に腔腸動物イワスナギンチャク Palythoa toxica より発見さ
れた巨大で複雑な化学構造を有する天然物である 1。南方産イワシ類による食中毒クルペオ
トキシズムの原因毒として知られ，日本ではソウシハギなどによる食中毒の原因物質として
知られている。これまでヒロハオウギガニ，ハナヤナギ，イワスナギンチャク，クロモンガ
ラなどから PLTX が検出されているが，安元らは底生性渦鞭毛藻 Ostreopsis siamensis が類縁
体のオストレオシン-D (OSTD: C127H219N3O53)を生産していることを見出し，渦鞭毛藻がパリ
トキシン類 (PLTXs)の生産者の 1 つであることを示唆した 2。 
一方で，海産毒のリスク評価には，マウス毒性試験法が用いられている。しかし，近年，
動物愛護や感度などの点から世界的に機器分析法 (LC/MS や HPLC-FLD など)への移行が進
められており， EU では 2014 年をもってマウス毒性試験法を廃止することを定めた。また，
地中海沿岸での散発的な Ostreopsis spp.の大量発生を受け，欧州食品安全機関 (EFSA)はこれ
まで基準値がなかった PLTXs の ARfD を定め，毒の分析には機器分析法を推奨している 3。
しかし，抽出方法・分析手法が確立されていない，標準品が不足している，未知な類縁体が
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存在するなど多くの課題が残っている。これらを解決することで PLTXs を生産・保有する
生物情報が得られ，中毒発生の防止・リスク評価に応用できると期待される。 
一般的に天然物の構造研究には NMR が汎用されるが，PLTXs は分子が大きく多数の水酸
基を有するため，構造決定には広範囲の NMR 分析が必要である。加えて，大量 (mg 単位)
で純度の高い試料かつ誘導体化等も必要とされる。それゆえ，微量成分の解析は特に困難で，
これまでに完全に構造決定されたものは PLTX，OSTD，オバトキシン-a 及び 42-hydroxyPLTX
のみである。そこで，NMR より高感度で混合物であっても構造解析可能な LC/MS が PLTXs
の構造解析に重要な役割を果たしている 4,5。これまでの報告で沖縄由来渦鞭毛藻 O. 
siamensis は，複数のオストレオシン類 (OSTs)を生産することが示唆されたが，培養が難し
く，毒生産量も少ないため構造解析が妨げられていた。新奇な類縁体の探索及び構造解明は，
リスク評価の上で重要なだけでなく，未解明な PLTXs の生合成に関しての知見も与えると
期待できる。そこで本研究では，新奇 OSTs の探索と平面構造の解析並びに PLTXs の構造の
差異を判別する分析手法の確立を目的とした。 
 
第 1章 OSTD，PLTXのプロダクトイオン帰属と測定条件最適化による高感度分析の実現 
LC/MS による化学構造解析は，構造が明らかな化合物のスペクトルをテンプレートとし，
比較解析することで未知類縁体の構造推定・決定ができる。1 章では既に構造が明らかな
OSTD と PLTX の MS/MS 分析を行い，全プロダクトイオンの帰属と生成機構の推定を試み
た。また，本研究を通して分析機器は LC/Q-TOF MS を使用し，両極性 (負/正イオン)で測
定した。 
(1) OSTD プロダクトイオンの解釈 
内田ら 4は[M – H]–，[M + H]+をプリカーサーとした OSTD の MS/MS を行い，イオン帰属
により未知類縁体解析におけるテンプレートを作成した。しかし，未帰属イオンも多く存在
することから，解析を行うことでさらなる構造情報が得られないか検討を行った。負イオン
測定では，ヘミアセタール環付近に開裂部位が集中しており，構造情報を直接的に反映する
フラグメントが得られる。新たに C80-81 開裂イオン，また，N1’-C1 開裂を起点としこれと
C41-42，C43-44，C45-46 の同時開裂により生じる内部イオンも観測され，部分構造確認に
有効であった。続いて，正イオン測定では負イオン測定と異なり PLTXs の構造的特徴であ
る多数の水酸基の脱離に由来するイオンが観測され，これらを共役ポリエンと名付けた。
m/z 952-934-916 と m/z 940-922-904 は，C68-69 及び C69-70 開裂に由来し，該当部分にトリ
オールが存在することを示した。また，m/z 542 は C89-90，m/z 300 は C100-101 が vicinal-diol
であることを示し，m/z 394 (C94-95 開裂)及び m/z 364 (C95-96 開裂)はトリオールの存在を示
した。その他に 115-NH2末端付近の構造を確認できるイオンを観測した。 
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(2) PLTX プロダクトイオンの解釈 
[M – H]–，[M + H]+をプリカーサ－としたプロダクトイオンスペクトルは，OSTD と類似
していたが，一部に変化が認められた。OSTD との構造的な違いは，PLTX が 3,26-dimethyl，
19,44-dihydroxy 及び 42-dehydroxy 構造をとっている。負イオン測定では，N1’-C1 と C8-9 同
時開裂イオンは OSTD より 14 Da 大きく，C3-methyl を支持した。C41-42 開裂イオン (m/z 
1047)は 2 つのメチル基と 1 つの水酸基に相当する 44 Da 大きかった。また，m/z 1091 (C43-44
開裂)と m/z 1121 (C44-45 開裂)が観測され，質量差から C42-deoxy，C44-hydroxy と確認可能
であった。一方で，C46-115 部分構造を確認できるイオンは OSTD と一致した。正イオン測
定では OSTD と同様な部位で開裂が生じ，負イオンの結果を支持した。 
(3) 高感度分析の実現 
本分析手法の特長は，1 価プロトン化及び脱プロトン化イオンをプリカーサーとすること
でシンプルなスペクトル，すなわち，1 価イオンのみがスペクトルに現れるので解析が容易
になる点である。測定条件よっては多価イオン (e.g. [M + 2H]2+, [M – 2H – H2O]2–)が多く生
成することで 1 価イオンの相対存在量が減少し，感度低下にもつながる。さらに，もう一つ
の特長である正イオン測定での連続脱水により生じる共役ポリエンからの水酸基の位置決
定の場合には，2 価イオンは厄介な存在となる。そこで，OSTD を試料として測定条件の検
討を行い，最終的に移動相の変更 (0.1%ギ酸水溶液:アセトニトリル→0.01%酢酸水溶液:アセ
トニトリル)と ESI 条件の変更により，従来の結果より[M + H]+の強度で比較して，約 10 倍
の高感度化を達成した。 
 
第 2章 LC/MS/MSによる新奇オストレオシン類の構造決定・推定 
 渦鞭毛藻 O. siamensis が生産する単離困難な微量成分の構造解析を行った。沖縄由来渦鞭
毛藻 O. siamensis (SOA1 株)より既報 2 に従い精製を進め，純度の高いオストレオシン-B 
(OSTB)を 0.38 mg，混合物としてオストレオシン-A (OSTA)及びオストレオシン-E1 (OSTE1)
をそれぞれ 0.85 mg，0.95mg 得て，50%メタノール溶液に溶解し，分析試料とした。 
(1) OSTB の構造解析 
LC/MS 測定により m/z 2649.4340 ([M – H]–)，m/z 2651.4506 ([M + H]+)，m/z 2673.4371 
([M + Na]+)などが観測され，分子式を C127H219N3O54と決定した。OSTD より 16 Da 大きく，
水酸基が 1 つ置換した構造と推定された。さらに，[M – H]–，[M + H]+をプリカーサーと
したプロダクトイオンスペクトルは OSTD と類似していたが，一部に差異が認められた。
負イオン測定では，C41-42 開裂イオン (m/z 1003)，C48-49 開裂イオン (m/z 1181，m/z 145
0)等が観測され，C8’-42 と C49-115 は OSTD と同一構造であると推定した。よって，構造変
化はヘミアセタール環付近と考えられたので，対応するイオンに着目し解析を進めた。その
結果，m/z 1033 (C42-43 開裂)，m/z 1063 (C43-44 開裂)，m/z 1093 (C44-45 開裂)，m/z 1123
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 (C45-46 開裂)が，-CH(OH)-CH(O)-CH(OH)-CH(OH)-部分構造を示し，44 位に水酸基が置換
していると決定した。正イオン測定は上記結果を支持しており，44 位に水酸基が存在する
ことでヘミアセタール環内の電子密度が下がることに由来するイオン (m/z 1478，m/z 1556)
 は，C44-hydroxy を補完的に支持していた。以上の結果，平面構造を 42-hydroxy-3,26-dide-
metyl-19-deoxypalytoxin (44-hydroxyOSTD)と決定した。 
(2) OSTA の構造解析 
LC/MS 測定により m/z 2649.4332 ([M – H]–)，m/z 2651.4482 ([M + H]+)，m/z 1324.2131 
([M – 2H]2–)などが観測され，分子式を C127H219N3O54と決定した。OSTB と同一質量である
が，リテンションタイムが異なることから，異性体と考えられた。続いて，[M – H]–，[M 
+ H]+をプリカーサーとし MS/MS を行ったところ，負イオン測定では C8’-48 に対応するイ
オンが OSTD と一致した。一方で，C48-49 開裂イオン (m/z 1466)と C52-53 開裂イオン (m-
/z 1382)は 16 Da 大きいことから，構造変化は C53-115 と推定した。正イオン測定の結果，
共役ポリエンに由来するシグナルは OSTD と比較し一部のイオンで差異が認められた。C68
-69，C69-70，C78-79 及び C80-81 開裂イオンは 16 Da ずつ大きかった一方で，C89-90 開裂
イオン等はOSTDと一致したことから，C81-88で水酸基が 1つ置換していると推定された。
そこで，C78-79，C80-81 開裂イオンを詳細に解析したところ，スペクトルパターンが 82 位
に水酸基を有するオバトキシン-e-IK2 と非常に類似していたこと 4やイオンの生成機構の推
定等から，C82-hydroxyl と考えられた。よって，OSTA の平面構造を 42,82-dihydroxy-3,26-d-
idemetyl-19,44-dideoxypalytoxin (82-hydroxyOSTD)と決定した。 
(3) OSTE1 の構造解析 ① 
LC/MS 測定により m/z 2615.4291 ([M – H]–)，m/z 2617.4409 ([M + H]+)，m/z 1307.2109 ([M – 
2H]2–)などが観測され，分子式を C127H217N3O52と決定した。OSTD より 18 Da 小さく，水酸
基の脱離とエン形成または，ジオールがエポキシドに置き換わっていることが考えられた。
続いて[M – H]–，[M + H]+をプリカーサーとし MS/MS を行ったところ，負イオン測定では
C8’-48 部分構造に対応するイオンが OSTD と一致した。また，C48-49 開裂イオン (m/z 1432)
及び C52-53 開裂イオン (m/z 1348)は 18 Da ずつ小さいことから，構造変化は C53-115 と推
定した。一方で，正イオン測定では大多数のイオンが脱水しスペクトルに現れるので，各イ
オンは OSTD と一致してしまい，18 Da の差異は区別できなかった。しかし，ポリエンを形
成しない C100-101，C102-103 及び C104-105 開裂イオンは OSTD と一致していることから，
構造変化部位は C53-100 と推定した。 
 
第 3章 Pseudo-MS3法の妥当性検証と OSTE1構造決定への適用 
Pseudo-MS3法の妥当性検証に OSTD 及び PLTX を用いた。通常の MS/MS 測定は，1 つ目
の MS で目的分子由来イオンのみを衝突活性化室へ導き，そこで CID を起こし，生成した
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イオンを 2 つ目の MS で観測する。一方で，pseudo-MS3はイオン化部と 1 つ目の MS を繋ぐ
部分 (skimmer)にかかる電圧を上げることで疑似的に CID を起こし，そこで生成した目的分
子由来のフラグメントオンをプリカーサ－として選択し，MS/MS することで Q-TOF や QQQ
においても Ion Trap-MS と同様に疑似的にではあるが MS3が可能な方法である 6。 
(1) PLTXs 構造解析における pseudo-MS3の妥当性検証 
第 2 章(３)の結果より，OSTE1 は C53-100 で構造変化が生じていると考えられたので，こ
の部分構造に由来するイオンの内，C48-49 開裂イオン (m/z 1450)をプリカーサーイオンとし
て pseudo-MS3 (負イオン測定)を行った。顕著なイオンとして m/z 1366と m/z 742が観測され，
それぞれ C52-53，C80-81 開裂に帰属した。一方で，地中海由来 O. cf. ovata 生産オバトキシ
ン類 (OVTXs)は，C64-deoxy が特徴的で，これまでの分析法 4,5 ではこの構造の差異を判別
できていなかった。Pseudo-MS3では，C57-58，C58-59，C60-61，C65-66 及び C67-68 開裂に
由来するイオンが観測され，OVTXs と OSTD 及び PLTX との区別を可能とした。また，
C70-115 の部分構造を確認できるイオンも観測された。 
 一方で，C8’-C45の部分構造では，OSTDは PLTXに比較してC3,26-didemethyl，C19-deoxy，
C42-hydroxy，C44-deoxy であり，また，OVTXs は C17-deoxy，C42-hydroxy である。PLTXs
の毒性は化学構造に依存することから，部分構造の検討は重要である。C45-46 開裂イオン
(OSTD: m/z 1107, PLTX: m/z 1151)をプリカーサーとしたスペクトルは，OSTD と PLTX で類
似していたが，一部で差異が見られた。N1’-C1 と C8-9 及び C41-42 の 2 か所同時開裂内部
イオンと C41-42 開裂イオンの質量差は，両化合物の構造的特徴を反映していた。また，多
数のイオンが 2 か所同時切断による内部イオンに帰属され，その大部分が N1’-C1，または
C41-42 開裂を起点としていた。それぞれ N1’-C1 series と C41-42 series に大別し，さらに，
C41-42 series は 2 つに区別でき type A はジオールの切断に由来し，type B はジオールの切断
に伴い隣接する水酸基の脱離と脱水に由来すると推定した。これは C14-20 間の水酸基の並
びを反映しており，OSTD と PLTX の明確な構造の差異を示した。以上の結果，pesudo-MS3
は PLTXs の部分構造解析に有効であった。 
(2) オストレオシン-E1 の構造解析 ② 
C48-49 開裂イオン (m/z 1432)をプリカーサーとした pseudo-MS3で得られたスペクトルは
OSTD と類似していたが，一部で差異があった。C57-58，C65-66 及び C67-68 開裂イオンは
OSTD と一致していたことから，C53-67 は同一構造であると推定した。さらに，C79-115 の
部分構造を示す各イオンも OSTD の対応するイオンと全て一致していたことから，C79-115
は同一構造であることが示され，よって OSTE1 では C68-78 で構造変化が生じていると推定
した。そこで，該当部分のイオンに着目し解析を行った。m/z 968-950-932 と m/z 938-920 は，
それぞれ C68-69 と C69-70 開裂イオンに帰属され，C68-70 にトリオールが存在することを
示した。さらに，C73-74 開裂イオン (m/z 841)が OSTD で観測されたのに対し，OSTE1 では
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対応するイオンがスペクトルに出現しなかった。OSTDではC73-hydroxylであるため，C73/74
間の電子密度が下がりフラグメンテーションが誘発されたと推測できる。一方で， OSTE1
ではこの部分が 2 重結合となり安定化されフラグメンテーションが起こらないと推測でき，
分子式等も考慮し 73-deoxy-72-ene と決定した。さらに，C68-70 のジオールがエポキシドに
置き換わっている可能性についても検討をした。エポキシドは不安定な構造のためフラグメ
ンテーションを受けやすく，この構造を示す特徴的なイオンが観測されるはずだが，該当す
る イ オ ン は 存 在 し な か っ た 。 以 上 の 結 果 よ り ， OSTE1 の 平 面 構 造 を
42-hydroxy-3,26-didemethyl-19,44,73-trideoxypalytoxin-72-ene (72,73-didehydro-73-deoxyOSTD)
と決定した。 
 
第 4章 その他微量成分の探索 
LC/MS分析によりO. siamensis培養抽出物の精製画分には上記で解析した物質以外の微量
成分の存在も示唆されたため，それらの探索・構造推定を行った。 
(1) 微量成分の探索と構造推定 
LC/MS分析により，OSTA含有画分にOSTAより約1分後に溶出するピーク (m/z 2523.3617 
([M – H]–))が観測され，分子式が C121H209NO53と推定された。サンプル量が不足していたた
め，MS/MS 測定は行えなかったが，skimmer CID により生成したイオンの解析により構造
推定をした。負イオン及び正イオン測定の結果，C46-115 は OSTA と同一構造であると推定
し，さらに，C8’-N1’が欠損し，C1 がカルボン酸に置換した誘導体であると推測した。一方
で，OSTE1 含有画分には，OSTE1 の前後に溶出する複数のピーク (m/z 2613.4189，m/z 
2597.4240，m/z 2471.3432 等)が観測された。m/z 2597.4240 ([M – H]–)は，LC/MS 分析により
分子式をC127H215N3O51 (OSTE2)と決定し，MS/MS測定を行った。正イオン測定の結果，C8’-C8
及び C79-115 の部分構造を示すイオンは OSTD と一致したことから，構造変化 (2H2O 分
OSTD より小さい)は C9-78 であると推定された。一方で，負イオンのスペクトルは他の OSTs
のスペクトルパターンと全く異なっていた。ヘミアセタール環付近の開裂に相当するイオン
は検出されなかったが，分子式等を考慮するとこの部分に構造変化が起きていると推測でき
たが，構造決定には至らなかった。さらに，m/z 2613.4189 ([M – H]–)は，OSTE1 より 2H 分
小さく 2 重結合が１つ増えた構造であると予想され，m/z 2471.3432 ([M – H]–)は，カルボン
酸誘導体と推定したが，試料量が不足していたため MS/MS を行えなかった。 
(2) O. siamensis 培養抽出物の LC/MS 分析 
 渦鞭毛藻細胞メタノール抽出物約 690 mg を ODS カートリッジにて 5 分画後，さらにその
一部を固相カートリッジ (Bond Elut C18)により精製し，得られたサンプルを LC/MS 分析に
供した。その結果，PLTX とほぼ同じ溶出時間に m/z 2639.3103，m/z 2619.2852，m/z 2605.3038，
m/z 2587.2959 等のピークが検出された。これらの MS スペクトルのパターンから関連化合物
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であることは示唆されたが，それ以上の情報は得られなかった。また，精製画分中には分子
量 1500-2000 程度の物質が多く存在することも確認できた。 
 
おわりに 
本研究では，LC/Q-TOF MS を用いて強力な毒性を有し，また，天然物を代表する化合物
の 1 つである PLTX 新奇類縁体 OSTs の平面構造解析，新規分析法の確立及び微量成分の探
索を行った。その結果，3 種類の OSTs の平面構造を決定し，新たに 10 成分程度の OSTs の
存在を見出した。また，これまでの LC/MS/MS では部分構造を詳細に検討できていなかっ
たが，pseudo-MS3法を PLTXs の解析に適用し，この手法の有用性を示した。本手法は試料
の誘導体化も不要で，極微量試料 (数百ナノグラム)でも迅速に詳細な化学構造を確認でき
る。今後は，多数存在する微量 PLTXs の探索・構造解明や未だ明らかでない PLTXs の生合
成研究への適用，あるいはその他の複雑な天然物の構造研究や毒のモニタリング手法として
の応用が期待される。 
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審 査 報 告 概 要 
 
本研究では，マウスに対しフグ毒テトロドトキシンの約 60 倍という非常に強い毒性を示
し，タンパク質や多糖類などの生体高分子以外の天然有機化合物としてはマイトトキシンに
次ぐ 2,680 という大きな分子量を有する食品衛生上重要なパリトキシン（PLTX）の類縁体
である渦鞭毛藻 Ostreopsis siamensis が生産するオストレオシン（OST）類の未知類縁体混
合物に対し，LC/Q-TOF MS システムでの分析条件最適化により従来法よりも約 10 倍感度
を高めた新規分析手法を適用することで得られた LC/MS からの分子式，並びに，MS/MS か
らのプロダクトイオンデータを，構造既知である PLTX と OSTD のプロダクトイオンスペ
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クトルより作成したプロダクトイオンテンプレートと詳細に比較解析することにより，僅か
数百ナノグラムという試料量の混合物を用いるだけで新奇類縁体 OSTA と OSTB の平面構
造を決定した。さらに，この方法では構造決定できなかった OSTE1 に対しては，新たに p-
seudo-MS3法を適用することで，その平面構造を決定した。以上，強い毒性を示す海洋毒 P-
LTX 並びに OST 類未知類縁体の微量構造解析法や分析手法の確立は，他の大分子量マリン
トキシンの構造解析への応用やマリントキシンのモニタリングへの応用など，海洋天然物化
学並びに食品衛生学上の観点から高く評価される。これらの研究成果等を詳細に検討した結
果，審査員一同は博士（食品栄養学）の学位を授与する価値があると判断した。 
